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黄芪 多 糖 免疫 草鱼 母 本 对 子 代 IgM, 
C3 和 LSZ 表达 特性 研究 
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摘要 为 探究 黄 区 多糖 免疫 草鱼 母 本 所 产子 代 早 期 发 育 阶 段 体 液 免 疫 因 子 lgsM、C3 fe LSZ 的 表 

达 特 性 及 代 间 传递 效率 。 采 用 ELISA、RT-qPCR AKAM T MRE RK SPEAK MARE, 
代 早 期 发 育 阶段 3 种 免疫 因子 的 蛋白 质 活性 及 mRNA 水 平 。 结 果 显 示 , 黄 苞 多 糖 免 疫 草 鱼 母 本 
CN 血液 中 IgM、C3 和 LSZ 蛋白 活性 均 显著 高 于 对 照 组 。 在 子 代 早期 阶段 中 ,3 种 免疫 因子 蛋白 活性 
COE FG LAY, KVM IgM 蛋白 活性 在 各 阶段 均 显著 高 于 对 照 组 ,在 卵子 .5d 和 28d 仔鱼 
中 中 分 别提 高 了 2.2 倍 ,1.7 倍 和 1.8 倍 。 实 验 组 C3 活性 在 卵子 .24h 胚胎 分 别提 高 了 1.9 倍 和 1.6 
一 倍 。 实 验 组 LSZ 活性 在 卵子 .5d 和 28d 仔鱼 中 分 别提 高 了 2.4 倍 ,2.0 信和 1.9 倍 ;在 卵子 和 受精 
CO 卯 时 期 3 种 免疫 因子 mRNA 水 平 显著 高 于 对 照 组。 在 24h 胚胎 至 5d 仔鱼 没有 检测 到 IgM 和 LSZ 
“mRNA, ,而 在 14d 后 3 种 免疫 因子 的 mRNA 均 呈 上 调 表达 ,但 IgM 和 C3 mRNA 水 平 与 对 照 组 无 显 
eof és. CCRV 攻 毒 后 ,实验 组 2 月 龄 草鱼 脾脏 和 头 肾 中 JgM mRNA 水 平 显 著 高 于 对 照 组 。 结 果 
ON 表明 , 黄 苞 多 糖 能 够 提高 草鱼 母 本 免疫 能 力 并 向 子 代 重 直 传递 ,在 应 对 GCRV 感染 时 发 挥 一 定 免 


三 疲 保 护 作用 。 
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-大 多 数 卵 生 鱼 类 在 发 育 早 期 ,由 于 免疫 器 官 尚未 
发 育 完善 ,应 对 外 界 水 体 环境 威胁 时 需 依赖 自身 非特 
异性 免疫 及 母 本 所 传递 的 免疫 能 力 "1。 已 有 研究 表 
明 ,通过 免疫 产 前 性 成 熟 肉 鱼 如 大 萎 钙 ( Scophthalmus 
maximus ) ‘>’ fil ( Cyprinuscarpio ) ©? 、 罗 非 鱼 ( Oreochromis 
mossambicus ) ‘“! PEB ff (Danio rerio) 5 等 , 能 显著 提高 
母 本 特异 性 免疫 因子 免疫 球 蛋 白 M (immunoglobulin M, 
IgM) °) ,非特 异性 免疫 因子 溶菌 酶 (lysozyme，LSZ) 吕 
和 补体 C3 (complement 3, C3) © 的 表达 量 并 传递 给 后 
代 , 在 子 代 早 期 发 育 中 抵御 水 体 病原 微生物 的 和 人 侵 时 
发 挥 重 要 的 免疫 保护 作用 。 

收 稿 日 期 :2017-03-13 修 回 日 期 :2017-04-10 

* 现代 农业 产业 技术 体系 建设 专项 资金 (CARS -46 -42) 、 国 家 自 


然 科学 基金 面 上 资金 (31572615 ) 资助 项 目 
## 通 讯 作 者 ,电子 信箱 :whq@ hunau. net; tyxiaol 128@ 163. com 


HE ZF (astragalus polysaccharide ,APS ) 是 由 中 草药 
黄芪 根部 所 提取 的 主要 活性 成 分 之 一 ”, 具 有 调节 免疫 、 
抗 病毒 . 抗 肿瘤 等 作用 ""。 黄 芪 多 糖 作为 抗 细菌 ,病毒 的 
免疫 增强 剂 在 畜牧 业 及 水 产 养殖 上 已 广泛 应 用 ,如 在 饲料 
添加 黄芪 多 糖 能 显著 提高 肉 仔鸡 血清 中 IgM C3 AREY, 
长 期 投 嘿 黄 工 多糖 能 增强 鲫 ( Carassius auratus) 0! 、 半 
滑 舌 鲍 ( Cynoglossus semilaevis )‘'*! \ 仿 刺 参 (Apostichopus 
japonicus)" 黏液 或 血清 中 LSZ 和 C3 活性 。 目 前 在 鱼 
类 还 未 见 以 中 草药 多 糖 进 行 母 本 免疫 ,提高 子 代 免疫 
力 的 报道 。 

草鱼 ( Ctenopharyngodon idella) 是 我 国产 量 最 高 的 
淡水 鱼 类 。 但 病害 频 发 ,其 中 以 草鱼 呼 肠 孤 病毒 ( grass 
carp reovirus, GCRV ) 感染 导致 的 出 血 病 最 为 突出 。 妆 
年 夏 花 至 2 龄 鱼 种 均 可 发 病死 亡 , 严 重 制约 了 草鱼 养 
殖 业 可 持续 发 展 "”。 因 此 ,为 探讨 黄 工 多 糖 对 草鱼 母 
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源 免疫 后 相关 免疫 因子 的 代 间 传递 规律 和 作用 时 效 ， 
以 及 子 代 GCRV 攻 毒 的 抗 病 能 力 。 本 实验 在 产 前 40d 
对 草鱼 母 本 连续 投 喂 含 0.2% 黄芪 多 糖 的 亲本 配合 饲 
料 ,通过 ELISA RT-qPCR 等 方法 检测 草鱼 母 本 血液 及 
子 代 早 期 发 育 阶段 中 免疫 因子 IgM 、C3 LSZ 的 蛋白 质 
活性 和 mRNA 水 平 ,并 分 析 人 工 感染 GCRV 后 ,2 月 龄 
H fA EMAK A P 3 种 免疫 因子 mRNA 水 平 ;对 鱼 类 
母 源 免 疫 的 应 用 和 水 产业 可 持续 性 发 展 具 有 重要 的 理 
论 和 实践 意义 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材 料 
__ 实 验 草 鱼 亲 本 为 湖南 省 湘 阴 巨 丰 汐 业 公司 选 购 的 
长 活 原 种 ,体质 量 (9. 0 +1.0) kg; 黄 芪 多 糖精 制 粉 
( 负 % ) 购 自 于 南京 泽 朗 医药 科技 有 限 公司 ;小 鼠 抗 草 
HE DgM p 链 单 克隆 抗体 由 中 国 科学 院 水 生生 物 研究 所 
到 至 研究 员 惠 赠 ;GCRV106 由 中 国 水 产 研究 院 长 江水 
PRR BIT TELE. 
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Dh 法 

1ful FRI Ra ”实验 用 日 粮 原 料 购置 于 湖 
坪 必 望城 县 湘 中 饲料 有 限 公司 ,根据 草鱼 亲本 配合 饲 
料 枉 养 标准 配制 基础 饲料 ,试验 日 粮 分 别 在 基础 日 粮 
中 添加 最 适 浓度 0.2% 的 黄芪 多 糖 (根据 宋 文 华 等 研究 
EISS) 。 催 产 前 40d ,选取 10 尾 健康 .性 腺 成 熟 的 肉 
性 莫 鱼 ,随机 分 为 2 个 处 理 ,每 个 处 理 5 尾 , 即 饲 喂 基础 
FUSE 对 照 组 ) 和 添加 黄芪 多 糖 试验 日 粮 (实验 组 ) 。 实 
验 狂 均 注射 标记 芯片 , 投 曝 期 间 添加 少量 黑 麦 草 
(Pel inperenne L. ) 同期 饲养 。 

1.2.2 亲本 催产 及 子 代 培育 ”草鱼 亲本 于 催产 前 
周 停食 ,经 挑选 ,实验 组 和 对 照 组 符合 催产 条 件 草 鱼 均 
为 4 尾 。 采 用 干 法 人 工 授精 获得 受精 卵 ,实验 组 和 对 
照 组 分 池 孵 化 ,鱼苗 3 ~ 15d 投 喂 熟 鸡蛋 黄 和 豆浆 ,15d 
以 后 投 喂 鱼苗 营养 粉 (大 北 农 饲料 ,北京 ) 。 

1.2.3 母 本 及 早期 子 代 样 品 采集 使 用 5ml 一 次 性 
注射 器 尾 静 脉 采集 实验 组 和 对 照 组 产 卵 后 母 本 血液 
4ml/ 尾 ,分 两 部 分 保存 ,用 于 荧光 定量 检测 血液 放 入 液 
氮 中 保存 ; 用 于 生理 生化 指标 检测 血液 于 4%C、 
3 000r/min 离 心 20min ,收集 血清 ,平行 取 3 份 , - 80°C 
保存 。 采 集 对 照 组 和 实验 组 草鱼 卵子 .受精 卵 .3h( 襄 
胚 期 ) .6h( 原 肠 胚 期 ) .12h( 神经 胚 期 ) .24h( 器 官 形 成 
期 ) 36h (BEBE ALIA) 3d COKE) .5d( 卵黄 襄 消 失 其 
水 花 ) .14d( 乌 仔 ) .28d( 夏 花 ) 样品 ,每 组 胚胎 或 鱼苗 
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随机 选取 5 个 / 尾 ,每 个 阶段 或 时 间 点 均 平行 取 3 份 。 
放 入 无 核酸 酶 匀 浆 管 (Bertin, 法 国 ) 分 两 部 分 保存 ,区 
光 定 量 检 测 样 品 放 入 液 氮 中 保存 ;生理 生化 检测 样品 
置 于 -80C 冷 冻 保存 。 
1.2.4 和 母 本 血液 及 早期 发 育 子 代 中 免疫 因子 活性 检 
测 ” 取 上 述 胚胎 、 幼 鱼 阶段 样品 每 管 加 入 1% DEPC 处 
理 的 3 ~5 粒 陶瓷 研磨 珠 ,按照 50mg: 500pl 比例 加 入 
1 x PBS。 使 用 均 质 仪 (Bertin, 法 国 ) 勾 浆 ,4 000r/min, 
10s/ 次 ,3 次 , 匀 浆 液 置 于 离心 机 4%C ,10 000 x g 离心 
1Omin ,收集 上 清 液 。 采 用 酶 联 免 疫 双 抗体 夹心 法 检测 
实验 组 .对照 组 母 本 血清 和 胚胎 .仔鱼 上 清 液 中 IgM az 
白 含量 。IgM 一 抗 工 作 液 采用 1:4 000 稀释 ,以 100 pl/ 
孔 包 被 于 酶 标 板 ( 康 宁 , 美国 ) ACR BURA. VEG 
加 50pl 待 测 样品 ,37% HA 30min, 加 辣 根 过 氧化 氧 酶 
(HRP) 标 记 的 山羊 抗 小 鼠 IgM 二 抗 50k 孔 ,37% HE 
30min ,洗涤 方法 同上 。 加 50pl 显 色 剂 TMB (博士 德 ， 
AUO WGE É 15min ,最 后 加 入 50hl 2mol/L H,SO0, & 
止 液 ,使 用 酶 标 仪 (Thermo, 美国 ) 调 450nm 的 波长 测 
量 各 样品 孔 OD 值 。 使 用 (伊利 康 , 浙江 ) C3 试剂 盒 ， 
采用 免疫 比 浊 法 测定 上 述 样品 中 C3 的 活性 ;使 用 ( 南 
京 建成 , 南京 ) 溶 菌 酶 试剂 盒 ,采用 空白 对 照 法 测定 上 
述 样 品 中 LSZ 的 活性 。 
1.2.5 母 本 血液 及 早期 发 育 子 代 mRNA 水 平分 析 
分 别 将 研磨 管 中 草 鱼 母 本 血液 .胚胎 、 幼 鱼 阶段 样品 ， 
依次 加 入 1% DEPC 处 理 的 3 ~5 粒 陶 次 研磨 珠 和 
600 pl 裂解 液 ,使 用 均 质 仪 匀 头 ,4 500rmin ,10s/ 次 ,3 
次 ,根据 Mini BEST Universal RNA Extraction Kit 
(TaKaRa, 大 连 ) 操 作 要 求 提取 总 RNA ,使 用 核酸 蛋白 
仪 (Eppendorf, 德国 ) 和 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 所 提 
取 的 总 RNA 浓度 与 完整 性 。 使 用 RevertAid™ First 
Strand cDNA Synthesis Kit( Thermo, 美国 ) 合成 cDNA 第 
一 链 , 产 物 -20%C 保 存 用 于 区 光 定量 PCR 检测 。 

根据 GenBank 中 草鱼 IgM .C3 和 LSZ 基因 序列 , 采 
用 Primer 6.0 和 Oligo7. 0 软件 设计 特异 性 灾 光 定量 引 
物 ( 表 1)。 使 用 CFX96 Touch™ Real-time PCR 仪 (Bio- 
Rad, 美国 ) 进行 实时 荧光 定量 PCR 检测 ,配置 反应 体 
A :SYBR Green I #IEYL A (TaKaRa, 大 连 )10pnl、 上 下 
游 引 物 (10kmolL) 各 0. 4 由 ,稀释 后 的 cDNA 模板 
9. 2ul RIAL 95°C 预 变性 30s;95%C 5s,60% 40s ,40 
个 循环 ; K fe HE RMA 65Y 升温 至 95°C ,每 Ss 增加 
0.5% ,数据 收集 使 用 CFX manager software 3. 1 (Bio- 
Rad, 美国 ) 。 基 因 的 相对 表达 量 通过 2“^^ 方法 计算 ， 
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采用 B-actin 作为 参考 基因 。 
R1 本 研究 所 用 的 引物 序列 


Table 1 Oligo nucleotide primers used in this study 


Primer name Primer sequence 5 ' -3 ' 


IgM-F TGGTCATCAGGTGGCAAAT 
IgM-R GCGGCTGTCTTCCATTCTT 
lysozyme-F TTCGACAGCAAAACAGGACAACT 
lysozyme-R GATATGATGGCAGCAATCACAGC 
C3-F AATACGCCATTCCTGAGGTTTCC 
C3-R CTTCCACCATTTCACTGCCACTT 
Actin-F GCTATGTGGCTCTTGACTTCG 
Actin-R GGGCACCTGAACCTCTCATT 


1276 GCRV 感染 后 IgM、C3 和 LSZ 在 免疫 组 织 的 
mRNA 水 平分 析 2 月 龄 实验 组 对照 组 草鱼 各 选取 90 
居 渚 养 于 室内 循环 水 养殖 系统 ,水 温 控 制 在 (28 + 
1 3E。 按 体重 2% 投 喂 普通 草鱼 饲料 , 暂 养 4 周 后 ,每 
FET 0. 2ml GCRV 病毒 液 。 采 集注 射 0h .6h 12h、 


C Control group 
EEB = Experimental group 


700 = 


1) 
BUD 
O O oS 
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Concentration(ug/m 


O U c 


1 2 3 


Immune factors 
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24h 48h 72h 96h, , 取 实 验 组 和 对 照 组 草鱼 脾脏 与 头 肾 
组 织 样品 约 100mg ( 每 个 时 间 点 随机 选取 3 尾 ) ,平行 
取 3 份 , 按 上 述 方法 进行 总 RNA 提取 .cDNA 第 一 链 合 
成 及 死 光 定量 PCR 检测 。 

1.2.7 统计 学 分 析 上 述 实验 数据 使 用 SPSS 
Statistics 19.0 统计 软件 单 因 素 方差 (One-way ANOVA) 
进行 显著 性 分 析 , 采 用 GraphPad Prism 6 软件 作 图 。 


2 结 果 


2.1 草鱼 母 本 血液 lgeM、C3 、LSZ 活性 和 mRNA 水 平 
通过 添加 0.2% 黄 攻 多糖 饲 料 饲 喂 性 腺 发 育成 熟 
草鱼 母 本 40d 后 ,实验 组 血液 中 IgM、C3 和 LSZ 的 蛋白 
质 活 性 均 显著 高 于 对 照 组 (P<0.05) ,分 别提 高 了 2.6 
倍 .1.6 倍 .2.0 倍 (图 la)。 实 验 组 IgM mRNA 水 平 高 
于 对 照 组 ,但 无 显著 差异 ,而 C3 和 ZLSZ 的 mRNA 水平 
上 具有 显著 差异 (P<0.05 ) 分 别提 高 了 1.9 倍 .2.6 倍 
(Al 1b). 
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图 1 草鱼 母 本 血液 IgM、C3、LSZ 蛋白 质 活 性 和 mRNA 水 平 


Fig.1 


IgM, C3 and LSZ protein activity and mRNA expression 


in the maternal blood of Ctenopharyngodon idella 


(a)IgM, C3 and LSZ protein activity 1;IgM; 2;C3; 3;LSZ 


(b)IgM, C3 and LSZmRNAexpression 


1;IgM; 2;C3; 3;LSZ 


* : Significant differences (P<0.05); n=3; mean +SD, the same below 


2.2 草鱼 早期 发 育 子 代 IsM、C3、LSZ 活性 水 平 

IgM 和 蛋白 活性 在 子 代 各 发 育 阶段 均 出 现 不 同 水 平 
的 变化 ,呈现 先 下 降 后 升 高 的 趋势 ,实验 组 在 各 阶段 均 
显著 高 于 对 照 组 (P<0.05)。 在 卵子 中 ,实验 组 IgM 活 
性 是 对 照 组 2.2 倍 ; 发 育 至 5d 仔鱼 时 ,两 组 均 降 到 最 低 
值 ,但 实验 组 IgM 活性 仍 是 对 照 组 1.7 倍 ;14 ~28d( 5 
仔 - 夏 花 ) IgM 活性 快速 升 高 ,实验 组 是 对 照 组 的 1.8 倍 
(图 2a) 。C3 活性 在 卵子 至 24h 胚胎 阶段 旺 下 降 趋 势 ， 


实验 组 显著 高 于 对 照 组 (P<0.05) ,卵子 和 24h 胚胎 分 
别提 高 了 1.9 倍 和 1.6 倍 (图 2c)。36h FEAR , 
没有 显著 差异 ;LSZ 活性 表达 规律 与 IgM 相似 ,实验 组 
卵子 5d、28d 仔鱼 中 分 别提 高 了 2.4 倍 .2.0 倍 .1.9 
倍 (图 2e) 。 
2.3 ”草鱼 早期 发 育 子 代 1gM、C3 和 LSZ mRNA 水 平 
IgM mRNA 在 草鱼 早期 发 育 子 代 呈现 先 下 调 消失 
后 上 调 的 趋势 ,卵子 中 ,实验 组 表达 量 是 对 照 组 2.4 
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倍 ,受精 卵 中 为 3. 3 倍 ,而 在 之 后 的 发 育 时 期 迅速 下 
降 ,12h( 神 经 胚 期 ) 至 5d 仔鱼 (水 花 ) 未 检测 到 IgM 
mRNA 表达 ,14d( 乌 仔 ) 重新 出 现 至 28d( 夏 花 ) 表达 逢 
高 但 无 显著 差异 (图 2-b) 。C3 mRNA 在 对 照 组 卵子 至 
12h 神经 肽 期 ) 未 检测 到 表达 ,而 实验 组 在 卵子 和 受精 
卵 中 均 出 现 不 同 水 平 的 表达 ;实验 组 和 对 照 组 在 24h 
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(器 官 形成 期 ) 出 现 表 达 , 在 出 膜 期 间 , 两 组 呈 下 降 趋 势 


且 具 有 显著 差异 (P<0.05) ,而 后 迅速 上 升 ,但 两 组 间 


无 显著 差异 (图 24)。LSZ mRNA 在 实验 组 的 表达 趋势 
与 IgM mRNA 相似 ,卵子 中 ,实验 组 表达 量 是 对 照 组 的 
3 倍 , 受 精 卵 中 为 2.8 倍 ,14 ~28d HPA ESTES 
势 , 且 两 组 间 具 有 显著 差异 (P<0.05)( 图 2f)。 
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图 2 草鱼 子 代 发 育 阶段 中 IgsM、C3 和 LSZ 蛋白 活性 和 mRNA 水 平 
Fig.2 IgM, C3 and LSZ protein activity and mRNA expressionin the development stage of Ctenopharyngodon idella 


(a) IgM protein activity (b) IgM mRNA expression (c) C3 protein activity (d) C3 mRNA expression (e) LSZ protein activity (f) LSZ 


mRNA expression 1; Released eggs; 2; Fertilized eggs; 3,4,5,6;Embryo in 3h, 6h, 12h, 24h phase after incubation; 7,8 ,9 ,10 ,11 :Larvas in 


36h ,3h,5d,14d,28d phase after incubation 


2.4 2 月 龄 草鱼 GCRV 攻 毒 后 不 同 组 织 中 IgM, C3 
和 LSZ mRNA 水 平 

2 月 龄 草鱼 经 人 工 感染 GCRV 后 ,1gM mRNA 在 脾 

脏 (图 3a) 和 头皮 (图 3b) 均 出 现 上 调 表达 ,病毒 感染 


24h 后 ,实验 组 IgM mRNA 水 平 显著 高 于 对 照 组 (已 < 
0.05) ;脾脏 和 头 肾 在 72h 出 现 表达 峰值 ,为 对 照 组 的 
2.8 倍 和 2.4 倍 。C3 基因 在 脾脏 (图 3c) 中 有 两 次 上 升 
趋势 ,而 在 头 肾 (图 3d) 中 表现 为 两 次 下 降 趋 势 ,病毒 
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感染 后 ,实验 组 C3 mRNA 水 平 在 脾脏 中 和 头 肾 中 较 对 ”的 差异 性 。 脾 脏 中 ,最 低 值 出 现在 72h; 而 头 肾 最 低 值 
照 组 有 一定 的 升 高 ,但 两 组 间 无 显著 差异 。LSZ mRNA 出 现在 24h ,两 组 在 0 ~ 12h 有 显著 差异 (P <0.05) ,之 
在 实验 组 和 对 照 组 的 脾脏 (图 3e) 和 头 肾 ( 图 3f) 中 均 。 后 差异 不 显著 。 

呈 先 下 降 后 上 升 的 趋势 ,但 在 时 间 的 变化 上 具有 一 定 


一 一 | Control group CH Control group 
20 mB = Experimental group 15 @ Experimental group 
3 * 
a T 
15 E * 
g Š 
a = 10 
名 a 
2 10 2 
z a * 
o é = 
= a os 
a 5 * = * 3 
r z x 
名 本 
[| 


© 
© 


1 2 3 4 5 6 7 
Time(h) Time(h) 
(a) (b) 
m 0.6 [ oe | Control group LS CH Control group 
s @ Experimental group = mm = Experimental group 
a o 
g 下 
7 =s 1.0. 
O 
2 4 05 
$ 3 
es E 
eo 
0.0. 
1 2 3 4 5 6 7 
Time(h) Time(h) 
(c) (d) 
3 CD Control group 5 7 x C3 Control group 
局 mm Experimental group =a Experimental group 
Š 4 
g 
e 2 
4 i : 
A * 
5 2 
21 s 
E 1 
v 
oo 


图 3 2 月 龄 草鱼 感染 GCRV 后 lsM、C3 7 LSZ mRNA 水 平 
Fig.3 IgM,C3 and LSZ mRNA expression after two months of Ctenopharyngodon idella infected by GCRV 


(a) Transcription change of IgM in spleen (b) Transcription change of IgM in head kidney (c) Transcription change of C3 in spleen 
(d) Transcription change of C3 in head kidney (e) Transcription change of LSZ in spleen (f) Transcription change of LSZ in head kidney 1 


2,3,4,5,6,7:Larvas as 0h,6h,12h,24h,48h ,72h ,96h after infected by GCRV 


’ 


3 讨 论 "水产 动物 的 研究 也 发 现 ,在 饲料 中 添加 不 同 水 
SE Ge FES BEC IS Fe gita ( Pelteobagrus fulvidraco ) 、 齐 口 

IgM 是 一 类 由 B 淋巴 细胞 分 化 产生 并 与 抗原 特异 AEE (Schizothorax prenanti ) 和 草鱼 鱼 种 ,血清 及 各 免 

性 结合 ,具有 抑制 病原 活性 、 调 节 抗原 提 呈 的 特异 性 免 。 疫 组 织 中 LSZ、C3 活力 显著 高 于 对 照 组 ”” ;通过 注射 
疫 因子 ,而 非特 异性 免疫 因子 补体 C3 LSZ 在 抑制 病毒 。 适量 黄花 多 糖 后 , 吉 富 罗 非 鱼 ( Oreochromis niloticus) 和 
及 溶菌 活性 中 也 具有 重要 的 免疫 作用 ” 。 在 高 等 脊椎 MAAR P LSZ 基因 的 表达 显著 上 调 且 高 于 对 照 
动物 ,如 蛋 鸡 的 研究 表明 ,通过 注射 一 定 比例 黄芪 多 糖 组”” 。 在 本 实验 中 ,对 产 前 40d 草鱼 母 本 饲 喂 黄 蕊 
后 ,添加 组 与 对 照 组 在 血清 中 IgM C3 活性 具有 显著 差 多糖, 能够 提高 血液 中 3 种 免疫 因子 的 蛋白 活性 和 
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Jed SE: BEG Ze BH Ge BE fB} 


本 对 子 代 IgM C3 和 LSZ Ripley /会 作 基 于 


mRNA 水 平 ,与 GCRV 疫苗 免疫 草鱼 母 本 的 结果 类 似 
( 待 发 表 ) ,说 明黄 忒 多糖 能 够 激活 草鱼 母 本 的 免疫 反 
应 ,增强 3 种 体液 免疫 因子 的 富 集 表达 ,证 实 了 以 黄 莽 
多 糖 作为 免疫 增强 剂 进 行 草鱼 母 源 免疫 的 可 行 性 。 
已 有 研究 表明 ,对 性 腺 发 育成 熟 的 大 萎 鲜 . 金 头 鲍 
(Sparusaurata) 和 黄 桥 鱼肉 鱼 进行 免疫 ,其 后 代 中 IgM 
的 含量 均 有 所 升 高 ,表明 母 源 性 免疫 因子 能 够 传递 至 
后 代 22435] 。 本 研究 结果 显示 ,IgM 蛋白 活性 在 子 代 早 
期 阶段 呈 先 下 降 后 上 升 趋势 , 且 实 验 组 均 显 著 高 于 对 
照 组 ,与 疫苗 进行 母 源 免疫 大 萎 鲜 、 金 头 钢 、 黄 医 鱼 和 
草鱼 ( 竺 发表 ) 的 结果 相似 ,暗示 了 对 比 疫苗 进行 母 源 
免疫 ,黄芪 多 糖 也 具有 增强 抗体 IgM 的 代 间 传递 效率 ， 
对 早期 发 育 子 代 起 到 免疫 保护 作用 。 雷 雪 彬 等 ”发 
现 ;章鱼 子 代 自 身 IgM 阳性 细胞 最 早出 现 于 孵化 后 
N 本 实验 中 ,12h - Sd 仔鱼 未 检测 到 IgM mRNA, 
1 全 站 重 新 册 现 表达 ,说 明 草 鱼子 代 自主 er mRNA 需 
至 特定 时 期 才 出 现 表达 ,与 上 述 结果 相 类 似 。 在 
PPR IgM mRNA 未 出 现 之 前 ,卵子 .受精 卵 中 检测 到 的 
IE mRNA 可 能 E 来 源 于 母 本 的 传递 。 海 负 
(eeriban7 的 相关 到 未 ,在 和 内 , 


[nas 少 mRNA P 
Se AEF 88 EKRENE IN SEH 
MORAD 细胞 排出 卵 梨 后 则 转录 停止 ” 。 有 研究 
T 嗜 水 气 单 胞 菌 (Aeromonas hydrophila ) 感染 性 成 
4 的 雌性 斑马 鱼 , 发 现 母 体 和 子 代 体内 的 补体 C3 的 活 


fae E, RRR , ERRERA F C3 活性 
EIRE EE, KIRENA, DLT DEE & aE 


行 母 源 免 疫 也 能 够 增强 C3 活性 在 草鱼 代 间 的 传递 ,可 
能 在 抵抗 细菌 和 病毒 感 当中 起 到 一 定 的 保护 作用 ;LSZ 
活性 结果 表明 ,在 子 代 早期 发 育 各 阶段 ,实验 组 均 显 著 
高 于 对 照 组 ,与 Hanif 等 ”用 细菌 免疫 金 头 铀 亲鱼 , 研 
究 其 后 代 溶 菌 酶 活性 结果 相 类 似 ,这 可 能 说 明了 黄 莽 
多 糖 能 有 效 提高 母 源 性 LSZ 的 垂直 传递 ,提高 子 代 免 
疫 能 力 。 本 实验 14d 子 代 中 ,两 组 溶菌 酶 LSZ mRNA 
水 平 仍 表现 出 显著 差异 性 ,结果 与 刘 小 宁 等 ”用 细菌 
免疫 斑马 鱼 母 本 后 子 代 LSZ mRNA 传递 结果 相似 。 说 
明 通 过 黄芪 多 糖 饲 喂 ,对 子 代 非 特异 性 免疫 因子 LSZ 
的 垂直 传递 和 免疫 保护 有 重要 意义 ,但 其 mRNA 的 传 
递 规律 还 需 开 展 后 续 工作 证 明 。 

人 工 感染 GCRV 结果 显示 ,实验 组 脾脏 和 头 肾 各 
时 期 3 种 免疫 因子 mRNA 水 平均 高 于 对 照 组 。 而 且 在 


48h 后 ,实验 组 IgM mRNA 水 平 在 脾脏 和 头 肾 中 与 对 照 
组 具有 显著 差异 ,说 明 经 饲 喂 黄 工 多 糖 母 本 所 产子 代 
在 应 对 GCRV 病原 时 3 种 免疫 因子 免疫 应 答 能 力 提 
高 ; 头 肾 和 脾脏 中 LSZ mRNA 在 0 ~ 12h 两 组 有 显著 差 
异 , 但 随 病毒 感染 时 间 变 化 ,实验 组 LSZ mRNA 水 平 逐 
渐 下 降 , 与 对 照 组 无 显著 差异 。 这 可 能 也 预示 了 在 子 
代 自 身 免疫 系统 发 育 完善 后 ,特异 性 免疫 相 比 非特 异 
性 免疫 能 够 发 挥 更 重要 的 免疫 保护 作用 。 
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Abstract In order to explore the feature of Astragalus polysaccharides on the female parent, studied the 
céminon humoral immune factors about IgM, C3 and LSZ in fish, and discussed the expression of humoral 
immune factors (IgM, C3, LSZ) and the transfer effects of immunological factors in the early developmental 
stage of female offspring. The results showed that the activities of IgM, C3 and LSZ in the blood of the 
experimental group were significantly higher than those of the control group. In the early stage of the progeny, the 
achizity of the three immune factors proteins showed a trend from decline to rise. The activity of IgM protein in the 
experimental group was significantly higher than that in the control group, and raised 2.2 times, 1.7 times, 1.8 
times in the period of the egg stage, 5d and 28d. The activity of C3 in the experimental group was significantly 
different from that in the control group, raised 1.9 times and 1.6 times during the period of the egg stage, 24h. 
The offspring has no significant difference between the experiment group and the control group. The activity of 
LSZ was consistent with the activity of IgM protein, increased by 2.4 times, 2.0 times, 1.9 times during the egg 
stage, 5d, 28d. The mRNA expression of three immune factors in the period of the egg stage and zygote period 
was significantly higher than that in the control group, But the expression of IgM and C3 can’ t find 
mRNAexpression during the period 24h -5 days. However, the gene of three immune factors was up-regulated 
after 14 days. After injecting with GCRV, the expression of JeM mRNA in the spleen and head kidney from the 
two-year-old grass carp was significantly higher than that of the control group. The results showed that the 
Astragalus polysaccharide could enhance the transformation of immune factors between generations, and play an 
important effect during the early development of filial generation. 

Key words Astragalus polysaccharides (APS) Ctenopharyngodon idella Early development Immune 
factor GCRV 


